来那度胺、硼替佐米等新型药物的出现显著改善了多发性骨髓瘤（MM）患者的生存，但是联合化疗仍是MM的重要治疗手段，化疗耐药仍是影响疗效的主要问题[@b1]--[@b2]。microRNA（miRNA）是一类非编码的小分子RNA，通过抑制目的mRNA翻译或直接降解来实现基因的转录后调控[@b3]。超过50%的蛋白质编码基因受miRNA调控，且miRNA分子在许多疾病中都出现异常表达[@b4]。某些miRNA分子在肿瘤中的致病作用被称为癌基因miRNA[@b5]，而对肿瘤有抑制作用的miRNA（如let-7）被称为抑癌基因miRNA[@b6]。对血液肿瘤的研究发现：miR15/16表达下调与慢性B淋巴细胞白血病发病相关[@b7]，miR21、miR155及miR210表达上调与弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）发病相关[@b8]，miR21、miR155等表达异常与MM的发生、演变和耐药有密切关系[@b9]。为了进一步明确miR155异常表达与MM化疗耐药的关系，我们以对阿霉素耐药的MM细胞株RPMI8226/DOX[@b10]为研究对象，探讨靶向抑制miR155表达对耐药MM细胞恢复化疗药物敏感性及作用机制。

材料与方法 {#s1}
==========

1．试剂和仪器：阿霉素购自美国Sigma公司，以超纯水配成10 g/L储存液，−20 °C保存。P-170抗体购自美国Santa Cruz公司。GAPDH、BCL-2、FOXO3a抗体购自美国Cell Signaling Technology公司。二抗购自美国Santa Cruz公司。CCK-8试剂盒购自上海七海复泰生物科技有限公司。总RNA提取试剂盒、RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit逆转录试剂盒购自美国Thermo Fisher Scientific公司；AccuPower 2×Greenstar qPCR Master Mix实时荧光定量PCR（qRT-PCR）试剂盒购自韩国Bioneer公司。MiR155 Inhibitor/Mimic购自广州锐博生物科技有限公司。Lipofectamine 2000购自上海Invitrogen公司。DMEM培养液购自美国Gibco公司。酶标仪、核酸蛋白测定仪、普通PCR仪为美国Biorad公司产品。ABI7500实时荧光定量PCR仪为美国ABI公司产品。

2．细胞株：MM细胞株RPMI8226购自温州医学院附属第一医院，由本实验室于37 °C、5%CO~2~、饱和湿度培养箱内培养、传代。耐阿霉素细胞株RPMI8226/DOX由本实验室用浓度梯度法建立[@b10]。RPMI8226/S为敏感细胞株。

3．qRT-PCR检测：收集RPMI8226/S、RPMI8226/DOX细胞，用Fermentas试剂盒提取总RNA，根据试剂盒说明逆转录为cDNA作为模板，通过qRT-PCR对miR155、miR21、miR551a、miR551b基因进行检测，以相对定量法分析基因表达量。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司设计并合成（[表1](#t01){ref-type="table"}）。按说明书配制PCR体系。反应条件：95 °C变性10 min，95 °C变性10 s，60 °C退火延伸60 s，共40个循环。基因表达以相对定量法换算为倍数关系（计算公式为*F*=2^−ΔΔCT^）后，以*F*的均数±标准差作图，各组目的基因与内参基因CT值之差，经转换后采用Prism 5.0软件分析。

###### 荧光定量PCR检测的引物序列

  基因      序列（5′→3′）                        产物（bp）
  --------- ------------------------------------ ------------
  miR155    上游ACACTCCAGCTGGGTTAATGCTAATCGTGA   30
            下游TGGTGTCGTGGAGTCG                 16
  miR21     上游ACACTCCAGCTGGGTAGCTTATCAGACTG    29
            下游TGGTGTCGTGGAGTCG                 16
  miR551a   上游TCCCTGCGACCCACTCTT               18
            下游CAGTGCGTGTCGTGGAGT               18
  miR551b   上游TGCCGAAATCAAGCGTGG               18
            下游CAGTGCGTGTCGTGGAGT               18
  U6        上游CTCGCTTCGGCAGCAC                 16
            下游AACGCTTCACGAATTTGCGT             19
  FOXO3a    上游TCTACGAGTGGATGGTGCGTT            21
            下游CGACTATGCAGTGACAGGTTGTG          23
  GAPDH     上游GAGAAGGCTGGGGCTCATTT             20
            下游TAAGCAGTTGGTGGTGCAGG             20

4．CCK-8实验：取对数生长期细胞，接种于96孔圆底细胞培养板（每孔3×10^3^细胞），在37 °C、5% CO~2~、饱和湿度条件下分别培养48、72 h后，每孔加入CCK-8溶液10 µl，于37 °C、5%CO~2~、饱和湿度条件下避光作用3 h，测定490 nm波长处各孔吸光度（*A*）值。每个样本设3个复孔，实验重复3次，结果以*x*±*s*表示。按以下公式计算细胞增殖抑制率并得出实验组半数抑制浓度IC~50~。$$细胞增殖抑制率(\%) = 1 - (\frac{A_{给药组} - A_{空白对照组}}{A_{阴性对照组} - A_{空白对照组}}) \times 100\%$$

耐药倍数及逆转倍数按下列公式计算：$$耐药倍数 = \frac{耐药株\text{IC}_{50}}{敏感株\text{IC}_{50}}$$$$逆转倍数\text{=}\frac{抑制物阴性对照组耐药株\text{IC}_{50}}{抑制物处理组耐药株\text{IC}_{50}}$$

5．基因转染：取对数生长期RPMI8226/DOX细胞，按2×10^5^细胞/ml接种到细胞培养板，加入DMEM培养液，置培养箱中培养24 h后，800 r/min（离心半径13.5 cm）离心后弃上清，PBS洗涤2次，加入6 ml DMEM培养液重悬细胞。取2个去酶EP管，分别加入1 ml DMEM培养液，分别加入20 µl Lipofectamine 2000试剂、20 µl模拟物试剂，混匀静置5 min，随后混合放置20 min。将该混合物加入重悬好的细胞，置于CO~2~培养箱中培养6 h后，更换含13%胎牛血清的RPMI1640培养液进行培养。转染至48、72 h后收获细胞。根据预实验结果，本实验使用模拟物终浓度为50 nmol/L，抑制物终浓度为200 nmol/L。按以下公式计算转染抑制率。$$转染抑制率(\%) = (1 - \frac{A_{抑制物处理组}}{A_{抑制物阴性对照组}}) \times 100\%$$

6．Western blot分析：收集RPMI8226/S、RPMI8226/DOX细胞，提取总蛋白。用BCA法测定蛋白质含量。以100 g/L SDS-PAGE电泳分离，湿转法转膜，室温下摇床封闭1 h，加入封闭牛奶稀释的FOXO3a（1∶1 000）、BCL-2（1∶1 000）、GAPDH（1∶1 000），4 °C孵育过夜，TBST充分洗膜后分别加入用TBST稀释（1∶3 000）的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗，室温下摇床孵育1 h，TBST洗膜后化学发光法显色，X线底片曝光，显影、定影。

7．统计学处理：采用Prism 5.0软件进行数据分析，组间比较采用多样本均数的单因素方差分析，进一步进行Turkey检验分析组间差异。两组均数比较采用*t*检验。*P*\<0.05表示差异具有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．CCK-8法鉴定RPMI8226/DOX细胞系：RPMI8226/S和RPMI8226/DOX组IC~50~为（0.489±0.078）mg/L、（8.670±0.790）mg/L，RPMI8226/DOX细胞耐药指数（RI）为17.73。

2．qRT-PCR检测RPMI8226/DOX细胞miR155、miR21、miR551a、miR551b表达水平：RPMI8226/DOX组miR155、miR21、miR551a、miR551b相对表达量分别为RPMI8226/S组的（26.860±2.340）倍（*t*=19.100，*P*\<0.001）、（2.538±0.460）倍（*t*=57.810，*P*\<0.001）、（2.512±0.150）倍（*t*=17.100，*P*\<0.001）、（2.156±0.430）倍（*t*=3.624，*P*=0.022）。

3．Western blot检测RPMI8226/S、RPMI8226/DOX细胞FOXO3a、BCL-2蛋白表达：与RPMI8226/S细胞比较，RPMI8226/DOX BCL-2蛋白表达上调（1.790±0.052对0.639±0.035，*t*=50.11，*P*\<0.001），FOXO3a蛋白表达下调（0.665±0.033对1.527±0.065，*t*=26.15，*P*\<0.001）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），提示MM化疗耐药与BCL-2、FOXO3a表达失调有关。

![Western blot方法检测多发性骨髓瘤（MM）细胞株FOXO3a、BCL-2蛋白表达\
RPMI8226/S：MM敏感细胞株；RPMI8226/DOX：耐阿霉素MM细胞株](cjh-38-01-055-g001){#figure1}

4．RPMI8226/DOX细胞转染miR155抑制物/模拟物的效率：用基因转染方法将miR155抑制物/模拟物转入RPMI8226/DOX细胞，qRT-PCR检测转染后miR155的表达。RPMI8226/DOX细胞转染miR155抑制物处理72 h后，抑制物阴性对照组miR155相对表达量高于抑制物处理实验组（1.050±0.330对0.420±0.080，*t*=4.143，*P*=0.003），转染抑制率为64.57%。RPMI8226/DOX细胞转染miR155模拟物72 h后，模拟物阴性对照组相对表达量低于模拟物处理实验组（1.010±0.090对94.590±7.160，*t*=92.540，*P*\<0.001）。

5．CCK-8法检测靶向抑制miR155表达对RPMI8226/DOX细胞阿霉素敏感性的影响：RPMI8226/DOX细胞转染miR155抑制物处理72 h后，抑制物阴性对照组IC~50~高于抑制物处理组\[（8.860±0.081）mg/L对（3.519±0.239）mg/L，*t*=52.180，*P*\<0.001\]，转染miR155抑制物后逆转耐药倍数为2.518，提示靶向抑制miR155表达可以部分恢复细胞对阿霉素的敏感性。

RPMI8226/DOX细胞转染miR155模拟物处理72 h后，模拟物处理组IC~50~高于模拟物阴性对照组\[（18.130±0.413）mg/L对（8.906±0.201）mg/L，*t*=48.750，*P*\<0.001\]，耐药性升高2.036倍，提示转染miR155模拟物使RPMI8226/DOX细胞的耐药性增强。

6．Western blot检测抑制miR155对RPMI8226/DOX细胞FOXO3a、Bcl-2蛋白表达的影响：RPMI8226/DOX转染miR155抑制物处理72 h后，抑制物处理组BCL-2蛋白表达低于抑制物阴性对照组（0.770±0.150对1.378±0.220，*t*=6.255，*P*\<0.001），FOXO3a蛋白表达高于抑制物阴性对照组（1.403±0.013对1.176±0.113，*t*=5.485，*P*\<0.001）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}），说明转染miR155抑制物能够下调抗凋亡蛋白BCL-2的表达、上调抑癌蛋白FOXO3a表达。RPMI8226/DOX细胞转染miR155模拟物处理72 h后，BCL-2蛋白表达量高于模拟物阴性对照组（1.360±0.026对0.807±0.011，*t*=53.720，*P*\<0.001）、FOXO3a蛋白表达低于模拟物阴性对照组（0.634±0.005对0.817±0.050，*t*=9.866，*P*\<0.001）。

![耐阿霉素多发性骨髓瘤细胞RPMI8226/DOX转染miR155抑制物/模拟物72 h后FOXO3a、BCL-2蛋白表达水平\
1：模拟物阴性对照组；2：模拟物处理组；3：抑制物阴性对照组；4：抑制物处理组](cjh-38-01-055-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

目前，在胃癌、结肠癌和肺癌耐药细胞系中均存在多种miRNA的表达异常[@b11]--[@b12]。对MM耐药细胞系的研究中存在let7、miR21、miR155表达异常，以miR155的表达异常最为显著[@b13]。Ling等[@b14]在神经胶质瘤细胞的研究中发现，miR155表达上调并通过负性调节Akt信号通路，使瘤细胞内FOXO3a表达下调而促进细胞增殖、抑制细胞凋亡、增强神经胶质瘤细胞的迁移和侵袭能力。Gironella等[@b15]研究发现miR155在胰腺导管癌细胞中的表达显著上调，抑制癌细胞下游TP53INP1靶基因的表达，增强癌细胞侵袭转移能力。这些研究结果初步证明miR155参与多种肿瘤细胞耐药的形成。本研究结果显示，与MM敏感细胞株RPMI8226/S相比，RPMI8226/DOX中存在miR155的过度表达；RPMI8226/DOX转染miR155抑制物后，miR155表达被显著抑制，RPMI8226/DOX细胞对阿霉素的敏感性得到恢复，证明MM细胞化疗耐药机制中同样有miR155表达异常的因素，miR155的表达异常可能作为MM新的化疗耐药的分子标志，以miR155为靶点调节耐药细胞对化疗药物的敏感性可能成为克服耐药的新途径。

转录因子FOXO3a广泛表达于人类各组织器官中[@b16]。FOXO3a与细胞增殖、分化、肿瘤的发生发展及其血管生成有关[@b17]，其表达水平增高可促进细胞凋亡、抑制细胞增殖力[@b18]。Le-Niculescu等[@b19]的研究显示，FOXO3a能与FasL基因启动子结合，诱导基因的表达，并通过结合受体Fas产生一系列凋亡级联效应。FOXO3a也可以通过Fas和BCL-2等多途径活化Caspase系统，诱导肿瘤细胞凋亡。

通过生物信息学分析发现，FOXO3a是miR155的靶基因。功能实验证明，在T细胞和HOZOT细胞中FOXO3a蛋白的表达受miR155调控[@b20]--[@b21]。Kong等[@b22]在乳腺癌细胞株及其肿瘤标本的研究中证实，miR155的持续过度表达可导致FOXO3a蛋白表达下降，从而提高瘤细胞的生存能力并增加瘤细胞对化疗药物的抗药性。而Germani等[@b23]对结肠癌的研究表明，p38a通过激活FOXO3a表达而促进细胞凋亡、增强结肠癌耐药细胞的敏感性。在本研究中，我们证实了MM细胞miR155作用的靶基因是FOXO3a，miR155通过调控FOXO3a蛋白的表达而影响MM细胞的增殖、凋亡及对阿霉素的敏感性。

对实体肿瘤细胞的研究发现，miRNA通过直接作用于抗凋亡基因BCL-2，从而调节BCL-2蛋白表达，促进细胞发生耐药或恢复药物的敏感性[@b24]--[@b25]。我们的研究结果也证实：作为MM耐药细胞株的RPMI8226/DOX细胞miR155表达上调，通过靶向作用于FOXO3a使其表达降低，同时上调抗凋亡基因BCL-2表达，从而促进细胞耐药的形成。转染miR155抑制物处理后，FOXO3a蛋白表达水平明显增加，BCL-2蛋白表达水平下调，使细胞恢复对阿霉素的敏感性。

[^1]: 肖翠容（福建省漳州市医院，363000）
